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1. ALTALANOS BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, KUTATASI KONCEPCIO
1.1 Kronikus primér fajdalom és a nociplasztikus fajdalom

A kronikus primér fajdalom betegségek az egészségiigyi vilagszervezet altal kozzétett definicid
szerint olyan fajdalomallapotok, amelyek tobb mint hdrom hénapon 4t tartanak, és nem
magyarazhatok szoveti vagy idegi karosodassal (1-3). Ezen betegségek koz¢ tartozik példaul a

fibromyalgia (FM) és a komplex regionalis fajdalom szindréma (CRPS).

A kronikus primér fajdalmak az un. nociplasztikus fajdalom csoportjaba sorolhatok, amelyben
a fajdalom hatterében centralis idegrendszeri feldolgozasi zavarok allnak. Ez, a harmadik
fajdalom entités elkiiloniil a klasszikus nociceptiv (szoveti sériilés miatt érzett) és neuropatias

(idegsériiléshez kapcsolddo) fajdalomtipusoktol (4).
1.2. A konikus stressz és a fajdalom kapcsolatrendszere

A tartos pszichoszocidlis stressz €s a kronikus primér fajdalom szorosan 9sszefon6do, egymast
sulyosbito allapotok (5). A limbikus rendszer (hippokampusz, amygdala, prefrontalis kéreg)
stressz hatdsara mutatott plaszticitasi valtozésai hozzdjarulhatnak a centralis szenzitizacid
kialakuldsédhoz, amikor a fajdalom fiiggetlenedik a kiindulé ingertdl, és kronikussa valhat (6—
8). Ezzel parhuzamosan a hipotalamusz—hipofizis—mellékvese (HPA) tengely diszreguléciodja is
jelentds szerepet jatszik mind a fjdalom, mind a gyakori pszichés komorbiditasok (szorongas,

depresszio, alvaszavar) fenntartdsaban, €s sulyosbodéséban (9).

Dolgozatomban a FM mechanizmust, kronikus stressz-indukalt fajdalom egérmodelljében

sziiletett preklinikai kutatasi eredményeinket ismertetem.

1.3. A fibromyalgia (FM) klinikai jellemzdi és kezelése

Az FM legalabb harom honapja fennallo, testszerte jelentkezd, spontan muszkulo-szkeletalis
fajdalommal jar6 korkép, amelyhez gyakran tarsul alvaszavar, kognitiv hanyatlas, kimertiltség
¢s szorongas. A betegek jellemzden fokozott fajdalomérzékenységet mutatnak (allodinia,
hiperalgézia), tovabba gyakran tapasztalnak hideg intoleranciat is (10). A diagnozis felallitasa
jelenleg az Amerikai Reumatologusok Tarsasaga altal kiadott diagnosztikai kritérium rendszer
alapjan torténik, ami figyelembe veszi a tiinetek kiterjedtségét a fajdalmas teriiletek
feltérképezésével, valamint a panaszok sulyossagat is (11).

A kezelési stratégia multidiszciplinaris megkozelitést igényel: a fizikoterapia és a pszichés
gyogyszerek, a nem szteroid gyulladdscsokkentdk, valamint opioid szerek nem effektivek az

FM-es betegek fajdalménak csillapitasdban. Az els6vonalban alkalmazott adjuvans



analgetikumok — elsésorban antidepresszansok (duloxetin, amitriptilin) és antiepileptikumok
(pregabalin, gabapentin) — ,,A” szintli, erds evidenciaval rendelkeznek az FM betegség
kezelésében (14,15). Azonban ezen gyogyszerek hatasanak kialakuldhoz sokszor huzamosabb
idére van sziikség, amit limitdl a szadmos megjelend mellékhatas, ami korlatozza

alkalmazhatdsagukat (16).

1.4. FM etioldgiaja

Az FM hatterében a fajdalom helyén nem mutathato ki lokalis szervi, szoveti elvaltozas, de
ujabb kutatasok a centralis fajdalommodulacié zavarara és neuroinflammatorikus folyamatok
fontossagara mutatnak ra. Képalkoto eljarasok (PET CT, fMRI) sordan FM-es betegek agyaban
fokozott gliasejt-aktivaciot figyeltek meg a fajdalom feldolgozasaért felelds agyteriileteken
(17,18).

1.5. Neuroinflammacio

A neuroinflammacié a kozponti idegrendszer immunvalaszat jelenti, kiilonbozé karositd
ingerekre (pl. fertdzés, trauma, neurodegeneracidé vagy pszichoszocialis stressz). E folyamat
kulcsszerepldi elsésorban a mikroglia és az asztrocita sejtek, melyek aktivaciojuk sordn tobbek
kozott  gyulladasos medidtorokat, citokineket, kemokineket, reaktiv oxigén- ¢&s
nitrogéngyokoket szabaditanak fel. Ezek az anyagok kezdetben védo szerepet tdltenek be,
példaul eldsegitik a karosodott sejtek eliminacidjat vagy a regeneracids folyamatokat, azonban
tulzott aktivacid, vagy hosszl tdvia hatas esetén neurotoxikussa valhatnak, és hozzdjarulhatnak
a neuronok mitkodészavarahoz, esetleg pusztuldsahoz is. A neuroinflammacié tehat egy kettds
természetli folyamat, melyben az immunvalasz védd és karositd mechanizmusai finom

egyensulyban mitkddnek (19,20).

1.6. Fraktalkin receptor (CX3CR1)

A neuroinflammaci6 folyamataiban a szdmos jelatviteli Ut koziil fontos szerepet kap a
neuronokat ért sériilés hatasara a sejt altal termelt fraktalkin (FKN) nevii fehérje, mely kemo-
attraktansként vonzza az immunsejteket a sériilés helyére. A FKN a periférian T-sejteken,
monoctidkon, a kdzponti idegrendszerben pedig foként a mikroglia sejteken talalhato specifikus
receptorhoz, a fraktalkin receptorhoz (C-X3-C kemokin receptor 1 - CX3CR1) kotddve éri el a
sejtek aktivalodasat (21). A ,,veszély” jelzést (pl.: sejtkarosodas, oxidativ stressz) mikroglia sejt,
példaul a NOD-like receptor protein 3 (NRLP3) inflammaszdéma segitségével, tobbek kozott az
interleukin-1 (IL-1) pro-inflammatoérikus citokin elvalasztdsa révén tovabbitja a kornyezd

sejtek szamara (22,23) .



Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy e receptor aktivalédasa szerepet jatszik
hangulatzavarokban, a stresszvalasz valamint a neuropatids és gyulladasos fajdalom
kialakitasaban is, tovabba szerepe van a centralis fajdalom szenzitizacié kialakulasaban (24—
26). A receptor altal befolyasolt glia-neuron interakcid a pszichoszomatikus betegségek
kialakulasaban fontos szerepet tolt be. Noha FM betegek vérében magasabb FKN koncentraciot
mértek (27), korlatozott szamu adat all rendelkezésiinkre a CX3CRI1 receptor szerepérdl

fibromyalgia betegségben.

1.7. NRLP3 inflammaszoma

Az inflammaszémak olyan multiprotein-komplexek, amelyek a velesziiletett immunrendszer
részeként kulcsszerepet jatszanak a gyulladdsos folyamatok szabalyozasaban. Ezek az
intracellularis szenzorfehérjék kiilonféle korokozok vagy sejtkarosodas hatasara aktivalddnak,
¢s gyulladésos citokinek érését és felszabadulasat kozvetitik (28).

Az NLRP3 inflammaszoma feleldés az IL-1B- és a IL-18- termeléséért. Az IL-1P az egyik
kulcsfontossagii gyulladdsos medidtor, amely szoros kapcsolatban all a neuroinflammaécios

folyamatokkal (29).

1.8. Interleukin-1

A citokinek sejtek kozottt kommunikacidt 1étrehozo, kis molekulatomegii (1040 kDa-os)
glikoproteinek. Sokrétli, sejtekre és immunfolyamatokra gyakorolt hatdsaikat a sejtek
membranjaban elhelyezkedd citokin receptorokhoz kotddve fejtik ki, a sejten beliili jelatviteli
kaszkad elinditasaval.

Kutatasaink az IL-1 szupercsaladon beliil az [L-1a és IL-1f citokinekre fokuszalnak (IL-1), a
legatfogobban kutatott proinflammatoérikus citokinekre a csaladbol, hiszen ezek a citokinek a
gyulladéasos vélasz kulcsszerepldi, €s elsédleges mediatorai szamos korfolyamatnak (30,31). A
kozponti idegrendszerben foként mikroglia sejtek altal termelt IL-1 az IL-1 sejtfelszini
receptoron (IL-1R) keresztiil szamos sejt (NK, T és B sejtek, asztrocitdk) aktivaciojdhoz vezet,
illetve a neuronokon is megtaladlhaté receptoraval szdmos helyre el tudja juttatni a
proinflammatorikus szignalt. Ezen feliil, autokrin médon, tovabbi mikroglia és asztrocita sejtek
aktivacigjat kozvetiti, illetve, a neuroinflammaci6 kialakitasaban is elengedhetetlen (30,31).
Mind akut, mind kénikus stresszreakcidkban bizonyitottak mér az IL-1 szint emelkedését
szintjét egészséges Onkéntesekéhez képest (32). Az IL-1-et mar Osszefiiggésbe hoztdk a
depresszio kialakulasaval is, azonban FM-es betegek plazmdjaban eddig nem tudtak

egyértelmiien kimutatni az IL-1 szintjének valtozasat (33).



1.9. Hemokinin-1

A neuroinflammacio6 kialakulasdban nemcsak a glia- és immunsejtek, hanem a neuronok altal
felszabaditott neuropeptidek is kulcsszerepet jatszanak. A tachykininek, az egyik legrégebbdta
kutatott neuropeptid csalad tagjai: a P anyag (Substance P, SP), a neurokinin A és B, valamint a
legujabbként leirt hemokinin-1 (HK-1), amely foként az nekurokinin-1 (NK1) receptoron
keresztiil hat (34). Az SP-NKI1 rendszer szerepe ismert a fajdalom feldolgozasaban, €s bar
allatkisérletekben az NKI1 antagonistdk hatékonyak voltak neuropatisds fajdalmak
csillapitasara, klinikai vizsgalatokban nem bizonyultak eredményesnek (35,36). A HK-1
esetében a kozvetitett hatasok nem kizardlag az NK1 receptorhoz kdthetdk, ami arra utal, hogy
mas, még nem azonositott struktirdk is kozre jatszhatnak a kialakuldsukban. A HK-1
expresszioja tobb szovetben (agy, légutak, maj, vese, uterusz) kimutathato, és gyulladasos,
illetve immunvalasz folyamatokban is szerepet jatszik (37,38). Mikroglia aktivacidé soran
szintje emelkedik, HK-1 hianyos egerekben pedig traumas mononeuropatia modelljében kisebb
fajdalmat ¢és a trauma-okozta mikroglia-aktivacié elmaradasat figyelték meg (39).
Fibromyalgids betegekben magasabb HK-1 szintet irtak le, ami jelzi lehetséges koroki
jelentdségét (40). Osszességében a HK-1 a gyulladas, fajdalom és immunmodulacio fontos

szabalyozoja, de fibromyalgiaban betoltott szerepe még nem tisztazott.

1.10. FM modellezése egerekben

A humén FM modellezésére szdmos egérmodell taldlhaté az irodalomban, melyek koziil a
kronikus immobilizacids stressz (CRS) modell jol tiikkrézi az FM-re jellemzd tiinetegyiittest.
CRS soran a hosszan fennalld, nem invaziv stresszhatds mechanikai és hideg hiperalgéziat,
valamint neuroinflammacios valtozasokat idéz eld.

Az intézetlinkben jelenleg is folyd, CRS modell jellemzését célzo kisérletek alapjan a modell
farmakologiai validdlasa soran azt tapasztaltuk, hogy az FM-es betegek fajdalmara hatastalan
klasszikus fajdalomcsillapitok (pl. diklofendk, tramadol) ebben a modellben sem csillapitottak
szignifikdnsan az allatok stressz-altal kivaltott fajdalmat, azonban a ,,A” evidenciaszintii
adjuvans szerek (duloxetin, gabapentin) azonban hatékonyak voltak. Eredményeink tovabb
erdsiti a CRS modell transzlacios értékét, valamint az intézetiink tobb évnyi tapasztalattal

rendelkezik ezen, jol reprodukalhaté modellel, ezért esett a valasztasunk erre a protokollra.

2. CELKITUZESEK

PhD munkdm sordn kronikus stressz-okozta fajdalom kozponti idegrendszeri
neuroinflammacids mechanizmusait vizsgaltam, melyben a mikroglia sejt felszinén talalhato

CX3CRI1 fraktalkin receptor, a gliasejtben talalhaté NLRP3 inflammaszéma és az abban



képz6do IL-1 pro-inflammatorikus citokin, valamint a Tac4 gén altal kodolt HK-1 is részt vesz.
Kisérletsorozatunk célja e kulcselemek szerepének a vizsgalata volt kronikus immobilizacios
stressz-indukalt fijdalom egérmodelljében génhidnyos egerek és farmakologiai eszk6zok
segitségével. Mivel a FM ndékben gyakrabban fordul eld, kisérleteinkben kiemelt figyelmet

forditottunk a nemi kiilonbségek esetleges szerepének vizsgalatara is.

3. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Allatok

Vizsgalatainkhoz 12-16 hetes him és ndstény C57Bl/6J (vad tipust-WT), valamint IL-10f
génhidnyos (IL-1 KO), CX3CR1 receptor génhianyos (CX3CR1 KO) és Tac4 génhianyos (Tac4
KO) him és ndstény egereket hasznaltunk. Az allatokat a Pécsi Tudomanyegyetem
Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetének Laborallathdzdban tenyésztettiik és tartottuk.
Kornyezetgazdagitasnak a ketrecekben az allatok szdmara biztonsagot és buvohelyet biztositd

polikarbonat hazikokat helyeztiink el.

3.2. Kronikus immobilizacids stressz (chronic restraint stress- CRS):

A kronikus stressz altal kivaltott fijdalom modelljének kialakitdsdra a stresszelni kivant
csoportot naponta 6 orara az allatok mozgasat nagymértékben korlatozo, azonban o6l ventilalo

csObe helyezziik, két, vagy négy héten keresztiil (41).

3.3. Kisérleti elrendezés

Az alap fajdalomkiiszob mérések egy héttel a stressz alkalmazasa eldtt végeztiik. Minden allat
alap nociceptiv kiiszobértékének mérésére az elvégzett tesztet (mechanikai és hideg tolerancia
— lasd 3.5 pont) harom alkalommal végeztiink el, nem egymast kovetd napokon. Ezutan az
eredményeket atlagoltuk, és ,.kiindulasi” értékként rogzitettiik. A kéthetes, valamint a négy
hetes CRS alatt a nociceptiv teszteket hetente egy alkalommal mértiik. Ezzel szemben
viselkedésvizsgéalatokat egy alkalommal, a stressz protokoll utolsé (masodik/negyedik) hete
folyamén végeztiink.

Minden vizsgalat délutan, az immobilizacidt kdvetden legalabb 2 ordval kezdddott. A kisérletet
végzd személy nem ismerte az allatok csoportbeosztasat, valamit gyogyszeres kezelési
protokoll esetén a kapott kezelést. A stresszprotokoll végén az allatokat perfuzidja torténik,

majd a szovettani mintak processzalésa.

3.4. Vizsgalt vegyiiletek

A CX3CRI1, az NLRP3, valamint az IL-1 krénikus stressz altal kivaltott fajdalomban valo

szerepét a molekuldk farmakologiai blokkoldsaval, receptor antagonista hatdanyagok adasaval



is teszteltiik. A fent ismertetett CRS kisérleti protokoll alkalmazisa mellett a CX3CRI
antagonistajat, az AZD8797 gyogyszerjeloltet (1 mg/kg, napi 2X (42)), az NRLP3
inflammaszémat blokkoldé MCC950-t (10 mg/kg, napi 1X (43)), valamint az IL-1 receptor
antagonista, mar forgalomban lév0, anakinrat (10 mg/kg, napi 1X (44)) is teszteltik a
modellben, mely kezeléseket a CRS két hete alatt naponta intraperitonealis injekcid formajaban

adagoltunk.

3.5. Nocicepcio vizsgalata

3.5.1. Mechanonociceptiv kiiszob mérése

Az egerek mechanikai fajdalomkiiszobét dinamikus plantdris eszteziométerrel (DPA)
hataroztuk meg. Az allatokat miianyag rekeszekbe helyeztiik, és 10 perc kondicionalds utan a
talp kozepére fokozatosan novekvo nyomast gyakoroltunk tompa végi tiivel (max. 10 g, 4
masodperc alatt). A fijdalomreakcio (1ab elrantasa, razés, nyalogatas) esetén a nyomasmérd
leallt, és az értéket grammban rogzitettiik. Minden ldbon harom mérést végeztiink, az atlagot
fajdalomkiiszobnek tekintettiik. A CRS alatt mért értékeket a kiinduldsi kiiszob szazalékos

valtozéasaként elemeztiik (45).

3.5.2. Hideg tolerancia teszt

A hideg f4jdalomkiiszobot 1abkihuzasi latencia méréssel hataroztuk meg. Az egér egyik hatso
labat kozel 0 °C-os, jégdarat is tartalmazo vizbe martottuk ugy, hogy a végtag ne érintkezzen
kihtzésa) esetén a mérést ledllitottuk, és a reakcididét masodpercben regisztraltuk. A

valtozéasokat a kiindulasi értékhez viszonyitva adtuk meg (46).

3.6. Viselkedés vizsgalatok

3.6.1. Kényszeritett uszas teszt (Forced Swim Test, FST)

Az FST a depresszid-szerli viselkedés vizsgalatara hasznalt teszt, melyben az egereket 22-24
°C csapvizzel 17 centiméter magasan megtoltott, atlatszo milanyag hengerbe helyezziik. A
vizsgalat 6 percig tart, melynek az utols6 4 percében mérjiik az immobilitassal eltoltott idot,
mely egyenesen ardnyos a megkiizdés hianyaval, depresszio-szerli viselkedésként

interpretalhato (47).



3.6.2. Sotét-vilagos doboz (Light-Dark Box, LDB)

A szorongas szintjének mérésére hasznalt teszt. Egy vilagos és egy sotét félbdl allo dobozban
az egerek szabadon mozoghatnak a két térfél kozott. Az 5 perces vizsgalat alatt a vilagosban
toltott ido forditott aranyban all a szorongéas mértékével, a rogzitett kamera felvételeken ezt a

paramétert vizsgaltuk (48).

3.6.3. Nyilt terep teszt (Open Field Test: OFT)

Az egerek spontan lokomotoros aktivitdsat és szorongasszerii viselkedését mérjik egy
48x48%55 cm-es megvilagitott aréndban. Az 5 perces tesztet kamerarendszer rogziti, az

EthoVision® XT szoftverrel elemeztiik ki a felvételeket (49).

3.7. Perfuzio, mintavétel

A vizsgalati 1d0 2 vagy 4 hetének leteltét, a viselkedés tesztek elvégzését kdvetden az egereket
ketamin (100 mg/kg i.p.) és xylazin (10 mg/kg i.m.) kombinacidjaval talaltattuk, majd
megnyitottuk a mellkas liregét és az allatokat transzkardialisan perfundaltuk: elészor 0,1 M
foszfatpufterolt sooldattal (PBS, pH: 7,4), majd 4%-os paraformaldehid (PFA) oldattal Millonig
pufferben (pH: 7,4).

3.8. Az agyszovet feldolgozasa

Egynapos 4%-0s PFA utofixalasat kovetden minden csoportbdl hat véletlenszerlien kivalasztott
egér agyat 30 um vastag korondlis szeletekre vagtuk Vibratome-mal (Leica VT1000 S, Leica
Biosystems, Richmond, IL, USA).

3.9. Hagyomanyos avidin—biotin immunperoxidaz immunohisztokémia

3.9.1. Ionizalt kalciumkoté adaptor molekula-1 (IBA1)

A mikoglia marker IBA1 immunreaktivitast (n = 6/csoport) hagyomanyos avidin—biotin
immunperoxidaz protokollal vizsgaltuk. Az elokészitd, valamint blokkolo 1épéseket kdvetden
PBS-ben higitott, 2% normal kecskeszérum és nyul anti-IBA1 primer antitest (019-19741,
Wako Chemicals GmbH, Neuss, Németorszag, 1:10.000 higitdsban) majd ezt kovetden 1,5%
biotinilalt kecske, anti-nyul IgG (Vector Labs) oldatban inkubaltuk, és avidin—biotin komplex
inkubaciot kovetden a reakcidt 3,3-diaminobenzidinnel (DAB, Sigma, St. Louis, MO, USA),
0,003% H20:-vel tettiik lathatova (50).

3.9.2 Glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP)
Az asztrocita marker GFAP immunreaktivitast (n=5—7/csoport) szintén hagyoményos avidin—
biotin immunperoxiddz protokollal megfestett metszeteken vizsgaltuk. A részletes protokoll

Iépései megegyeznek az IBA1 immunjeldlésével, a két festésben alkalmazott eltérd oldatok a



kovetkezOk: a GFAP immunfestés esetében a nem specifikus kotddési helyeket 2% normal 16
szérummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) blokkoltuk PBS-ben, és 2% normal
16 szérummal, PBS-ben higitott egér monoklonalis anti-GFAP pimér -ellenanyagot
(NCLLGFAP-GAS, Novocastra, 1:1000 higitasban) alkalmaztunk. Mésodlagos ellenanyagként
1,5% biotinilalt anti-egér IgG-t hasznaltunk (Vector Labs). Az IBA1 festéshez hasonloan a jelet
DAB-al tettiik lathatova (51).

3.9.3 Immunhisztokémiai adatelemzés — IBA1, GFAP
A metszetekbdl Olympus IX81 mikroszkoppal és a hozza kapcsolt Olympus DP74 digitalis

kameraval 10X objektivul késziilt képeken az integralt denzitast (az ImageJ program beépitett
pluginja segitségével), sejtszdm ¢és aktivaciés mérések (fehérjék relativ mennyiségét és a
sejteken lathatd morfologiai valtozasokat 1-tdl [nyugalmi allapot] 5-ig [teljes aktivacio] terjedd
skalan méro vizsgalat) kvantitativ elemzését az Image] 1.48 szoftverrel végeztiik, a vizsgalt
stressz és fajdalom processzalasaban résztvevd agyteriileteken (51). Négy fajdalommal és
stressz processzalasaval Osszefiiggésbe hozhato agyteriiletet vizsgéltunk:
o clsddleges szomatoszenzoros kéreg — hatso 1ab reprezentacios régioja (STHL, kb.-0,46—
-0,7 mm a bregma mogott)
e periakveduktalis sziirkeallomany (PAG, kb. -7,3—8,3 mm a bregma mogott),
e hippokampusz cornu ammonis 3-as teriilet (CA3, kb. -2,18—2,46 mm a bregma
mogott),

e centralis amygdala (CeA, kb. -1,82—2,06 mm a bregma mogatt).

3.10. Immunfluoreszcens festés

Az STHL teriiletén késziilt metszeteken immunfluoreszcens festést is végeztiink a mikroglia és
a kortikalis neuronok kolcsonhatasainak (n=5/csoport) vizsgdlatira a him allatokban. A
elokészitd, valamint blokkold Iépéseket kovetden PBS-ben higitott, 3% normal kecskeszérum
¢s nyul anti-IBA1 primér antitest (019-19741, Wako Chemicals GmbH, Neuss, Németorszag,
1:10 000 higitas), Kv2.1 primér antitest (75-014, NeuroMab,Antibodies Incorporated, Davis,
CA, USA 1:1000 higitas) tartalma oldatban inkubaltuk, majd Alexa 647-es kecske anti-nytl
IgG-vel (A32733, Invitrogen Antibodies, 1:500 higitasban) és Alexa 568-as kecske anti-egér
IgG-vel (A11031, Invitrogen Antibodies, 1:500 higitasban) és 4’°,6-diamino-2-fenilindollal
(DAPI) festés tortént a sejtmagok jelolésére (52).

3.10.1 Immunhisztokémiai adatelemzés — IBA, Kv2.1 és DAPI
A konfokalis képeket Nikon Eclipse Ti2-E tipusu konfokalis mikroszkdppal készitettiik, 60x-

os objektivvel. A képekbdl Z-sorozatot (1024 x 1024 képpont felbontassal) rogzitettiink.



Vizsgaltuk a szomatikus mikroglia kapcsoldodasokat, vagyis a mikroglia nyulvanyok ¢és a
kortikalis piramisneuronok perikaryonjai kozotti kozvetlen érintkezési felszint, a korabbi
leirasok alapjan (52). Elemeztiik a mikroglia-neuron kapcsolatok aranyat és azok felszinének

nagysagat. A vizsgalt neuronokat harom csoportba soroltuk:

e szatellita mikroglia (melyek sejtteste érintkezett a neuron perikaryonjaval),
e mikroglia nyulvanyok, melyek kapcsolatban alltak a neuronokkal,

e valamint mikroglia sejtek, amelyek nem érintkeztek neuronokkal.

3.11. Etikai engedélyek

A hasznalt vizsgalati modszerek és eljarasok minden tekintetben megfelelnek az allatkisérletek
veégzesérol szo16 1998. évi XXVIIL. szamu térvény eldirdsainak, valamint az Eurdpai Parlament
iranyelveinek (2010/63). A PTE allatkisérletekkel foglalkozo Etikai Bizottsaga a kisérleti
protokollokat jovahagyta (Engedélyszamok: BA02/2000-40/2016 és BA02/2000-25/2023).

3.12. Statisztikai modszerek

A kiindulasi adatokat fliggetlen mintés t-probaval hasonlitottuk dssze.

Az ismételt méréssel jaro vizsgalatok statisztikai értékelése a normal eloszlast mutatd adatok
esetében kétutas ismételt méréses varianciaanalizissel (Two-way RM ANOVA), valamint
Sidak-féle post hoc teszttel értékeltiik ki. A stressz, valamint a genotipus befolyasold hatasat
az egy alkalommal mért, normal eloszlast mutat6 adatokra kétutas varianciaanalizissel (Two-
way ANOVA) és Tukey-féle post hoc teszttel vizsgaltuk.

Az egyes csoportok eredményeit 0sszevetve a *p<0,05 értekeket tekintettiik szignifikansnak. A

statisztikai analizist GraphPad Prism 8 programmal végeztiik.

4. EREDMENYEK

4.1. IL-1 hianyaban nem alakult Ki stressz-okozta mechanikai hiperalgézia

A kiindulasi mechanonociceptiv kiiszob értékek atlaga mind a WT, mind az IL-1 KO him egerek
esetében szignifikdnsan magasabb volt, mint az azonos genotipusu ndstényeké. Tovabba, a
génkilitott ndstény allatok kiindulasi nociceptiv kiiszobe szignifikdnsan magasabb volt, mint a
ndstény WT csoporté. A him éllatok esetében ilyen genotipus kiilonbséget nem tapasztaltunk.
A CRS hatéséara a him allatokban mar az elsd hét soran szignifikdns mértékben lecsokkent a
mechanonociceptiv kiiszob, mig a masodik hétre mind a him, mind ndstény egerekben
megkozelitdleg 15-20%-o0s csokkenés, mechanikai hiperalgézia alakult ki. A mechanikai
hiperalgézia a kisérlet 4 hete alatt végig fennmaradt a himekben, mig ndstényeknél 3 hét utan

megsziint.
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Him egerekben az IL-1 gén kilitése csak tendencidzusan, nem szignifikans mértékben
csokkentette a stressz altal indukalt mechanikai hiperalgéziat, azonban ndstényekben kivédte a

masodik hétre kialakulo stressz-okozta szignifikdns mechanikai fajdalomkiiszob csokkenést.

4.2. Az IL-1 gén hianya nem befolyasolta a stressz-okozta hideg hiperalgézia kialakulasat

A jeges vizbdl valo kiindulési labkirantas latencia értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak
a him WT, és az IL-1 KO allatok esetében is, mint az azonos genotipust ndstény allatoké. Sem
a him, sem a ndstény allatok esetében nem tapasztaltunk genotipus kiilonbséget a kiindulasi
értekek kozott.

A CRS hatdsara mind a him, mind a néstény egerekben 60—70%-o0s hideg tolerancia csokkenést
tapasztaltunk mar az elsd héttdl kezdédden. A kialakult hideg hiperalgézia valamennyi
csoportban valtozatlan maradt a teljes vizsgalati id6szak alatt. Az IL-1 hidny sem a him, sem a

néstény allatokban nem befolyasolta a stressz altal kivaltott hideg hiperalgéziat.

4.4. A stressz altal kivaltott mikrogliozis nem alakult ki az IL-1 KO néstényekben
fajdalommal osszefiiggésbe hozhato agyteriileteken

A ndstény allatokban, a vizsgalt agyteriileteken IBA1 integralt denzitas értékei azonos értéket
mutattak a WT és IL-1 KO nem stresszelt allatokban. Két hét CRS utan a stresszelt WT
egerekben szignifikans IBA1 integralt denzitds emelkedést tapasztaltunk, mig KO allatokban
nem volt stressz-okozta valtozas ebben a paraméterben.

A mikroglia sejtaktivaciéo mértékét sem a genotipus kiilonbség, sem a stressz hatas alkalmazasa

nem befolyasolta szignifikansan.

4.5. A stressz okozta asztrogliozis nem alakult ki az IL-1 KO ndstényekben a CA3
teriiletén

A no6stény allatokban, a GFAP+ sejtek integralt denzitdsa nem mutatott kiilonbséget a csoportok
kozott. A CRS nem befolyésolta szignifikdnsan az asztrocita integralt denzitas értékeket a PAG
¢s CA3 agyteriileteken.

Ezzel szemben a CRS szignifikdns asztrocita aktivaciot valtott ki a hippokampusz CA3
tertiletén a WT allatokban, amit nem tapasztaltunk IL-1 KO csoportban. A PAG teriiletén nem
tapasztaltuk ezt a valtozast egyik genotipusban sem. A CeA és az SIHL régidkban nem voltak

kimutathatd GFAP+ asztrocitak.

4.6. Viselkedés vizsgalatok WT és IL-1 KO allatokban
Nostény allatokban, két hét CRS-t kovetden jelentds csokkenés volt megfigyelhetd az

immobilitassal toltott idoben a FST soran a IL-1 KO egerek esetében, azonban a WT allatok

esetében nem. A négy hetes protokollt kovetden a négy csoport kozotti kiilonbségek eltiintek.
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A LDB esetén a vilagos rekeszben eltoltott idé nem valtozott CRS hatdsara sem 2 hét, sem 4
hét elteltével. Ugyanakkor a nem stresszelt csoportok kozott, a 2. hét végén szignifikans
kiilonbség volt kimutathatd: az IL-1 KO egerek tobb id6t toltdttek a vildgos térfélen, mint WT
tarsaik.

Az OFT esetében két hét CRS utan IL-1 KO egerekben szignifikansan megnovekedett
lokomotoros aktivitast tapasztaltunk, mig WT egereknél ez a stressz-okozta motoros aktivitds

novekedés nem érte el a szignifikans mértéket.

4.7. Az IL-1 receptor antagonista anakinra kivédte a stressz okozta mechanikai-, és
csokkentette a hideg hiperalgéziat

Stresszelt him egerekben a napi egyszeri intraperitoneélis olddszeres kezelést kapd csoport
mechanikai kiiszobe mar az elsd hét folyaman szignifikansan lecsokkent a nem stresszelt,
oldoszert kapd csoporthoz képest. Az oldoszerrel kezelt allatok esetében a kronikus stressz
hatasara kozel 30%-o0s csokkenés volt megfigyelhetd a mechanonociceptiv kiiszob értékben a
masodik hét folyaman, azonban ezt a stressz-okozta csokkenést nem tapasztaltuk az IL-1R-
antagonista anakinra vegyiiletet kap6 csoport esetében. A CRS protokoll altal kivaltott hideg
hiperalgézia mértéke szintén szignifikdnsan kisebb mértékii volt a masodik hét folyaman az

anakinra kezelt allatokban, mint az oldoszert kapok csoportjaban.

4.8 CX3CR1 hianyaban nem alakult ki a stressz-okozta mechanikai hiperalgézia

A kiinduldsi mechanonociceptiv kiiszobértékek atlaga mind a WT, mind a CX3CR1 génkiiitott
him egerek esetében szignifikdnsan magasabb volt, mint a ndstény &llatoké. Tovabba a
génkilitott ndstény allatok alap nociceptiv kiiszobe szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
ndstény WT csoporté. A him allatok esetében ilyen genotipus kiilonbséget nem tapasztaltunk.

A CRS hatasara mind a him, mind néstény egerekben a mechanonociceptiv kiiszob csokkenését,
15-20%-o0s mechanikai hiperalgéziat tapasztatunk a masodik hétre. Mind a him, mind a néstény
allatok esetén a CX3CR1 gén hianya megakadalyozta a stressz-okozta mechanikai hiperalgézia

kialakulasat.

4.9. Az CX3CRI1 gén hianya csokkentette a stressz-okozta hideg hiperalgézia kialakulasat
A him allatok kiinduldsi hidegérzékenység értékei mindkét genotipusban szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak, mint a ndstény allatoké. Az azonos nemi éllatok kozott nem volt
kiilonbség a két genotipus kiindulési értékei kozott.

A CRS hatésara mind a him, mind ndstény egerekben 60—70%-os hideg tolerancia csokkenést

tapasztaltunk mar az elsé héttdl kezdédéen. Mind a ndstény, mint a him allatok esetében
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szignifikdnsan kisebb mértékii hideg hiperalgézia alakult ki a stressz hatasdra a CX3CRI1
génkiiitott allartokban.

4.11. A stressz hatasara Kkialakulé mikrogliézis nem alakult ki a CX3CR1 KO himekben
stressz és fajdalom érintett agyteriileteken

A him é&llatokban, a vizsgalt agyteriiletek IBA1 integralt denzitas értékei szignifikdnsan
magasabbak voltak a CX3CR1 KO nem stresszelt allatokban, mint a WT allatokban STHL ¢és a
PAG teriiletén- Két hét CRS-t kovetden szignifikdnsan emelkedett integralt IBA1 denzitast
tapasztaltunk a stresszelt WT egerekben az STHL, és PAG teriileteken, mig KO allatokban nem
tapasztaltunk valtozast ebben a paraméterben. A CA3, valamint CeA régioknal nem

tapasztaltunk kiilonbséget a csoportok kozott.

A mikroglia sejt aktivacido mértéke szignifikdnsan megemelkedett a stressz hatdsara az STHL és
a CA3 teriiletén a WT allatokban, azonban a KO allatokban nem. A PAG és a CeA teriiletén

sem a genotipus, sem a stressz nem befolyasolta szignifikdnsan az aktivalt mikrogliak aranyét.

4.12. CX3CRI1 gén hianyaban magasabb volt a mikroglia-neuron kontaktok aranya az
elsodleges érzo kéregben

A him allatokban vizsgalt, IBA1 és Kv2.1 immunfluoreszcens jeloléssel végzett kvantifikalas
soran meghatarozott mikroglia sejtek nagyobb feliileten 1éptek kontaktusba a CX3CRI1
génkiiitott allatokban, mint a WT allatokban, az alkalmazott stresszhatastol fiiggetleniil. Az
egymassal kapcsolatban nem 4ll6, a neuronnal szomatikus kapcsolodast létesitd, illetve
szatellita mikroglia sejtek ardnya minden vizsgalati csoportban azonos volt, genotipustol és

stresszhatastol fliggetlentiil.

4.13. A stressz altal kivaltott asztrogliozis nem alakult ki CX3CR1 KO himekben a
periakveduktalis sziirkeallomanyban

Him WT éllatokban a PAG teriiletén a GFAP+ sejtek integralt denzitdsa szignifikdnsan
megemelkedett a stressz hatdsara, azonban a CX3CR1 hidnyaban ez az emelkedés elmaradt. A
CA3 teriiletén nem taldltunk kiilonbséget a 4 csoport kozott. Sem a genotipus, sem a CRS nem
befolyasolta szignifikansan a GFAP+ asztrocita sejt aktivaciot a PAG és a CA3 tertiletén. A CeA
¢és az STHL régiokban nem voltak kimutathatok GFAP+ asztrocitak.

4.14. A stressz okozta mikrogliozis nem alakult ki a CX3CR1 KO néstényekben a
hippokampusz CA3 régidjaban

Nostény allatokban a vizsgalt agyteriileteken, az STHL, a PAG, a CA3, valamint a CeA teriiletén
kapott integralt denzitds értékeket sem a genotipus, sem a stresszhatas nem befolyasolta

szignifikdnsan. A hippokampusz CA3 teriiletétn a CRS-t kovetéen szignifikansan
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megemelkedett a WT allatokban az aktivalt IBA1+ mikroglia sejtek ardnya, ami CX3CRI1
hidnydban nem mutatkozott. A tobbi vizsgalt agyteriileten nem tapasztaltunk szignifikans

kiilonbséget a négy csoport kdzott.

4.15. A stressz-okozta asztrogliozis nem alakult ki a CX3CR1 KO ndstényekben
fajdalommal osszefiiggésbe hozhato agyteriileteken

Nem stresszelt, CX3CR1 génkiiitott ndstény allatokban a PAG teriiletén szignifikdnsan
magasabb integralt denzitast mértiink, mint a WT allatokban. A PAG teriiletén, valamint a CA3
teriiletén is szignifikdnsan megemelkedett a stressz hatasara az integralt denzitas a WT allatok
mintdiban, azonban a CX3CR1 hianyos allatokban nem.

A PAG, valamint a CA3 teriiletén is szignifikansan megemelkedett a stressz hatasara az aktivalt
GFAP+ sejtek aranya WT ndstény dallatokban, azonban a CX3CRI1 génhidnyos allatok

mintdiban nem. A CeA ¢és az STHL régiokban nem voltak kimutathatok GFAP+ asztrocitak.

4.16. Viselkedés vizsgalatok WT és CX3CR1 KO allatokban

Az FST soran sem a genotipus, sem az alkalmazott stresszhatds nem okozott szignifikans
eltérést a csoportok kozott egyik nemben sem.

Az LDB esetén a vildgos rekeszben eltoltott id6 nem valtozott CRS hatasara a WT allatokban,
azonban a ndstény CX3CR1 KO allatok esetében szignifikans emelkedést lattunk ebben a
paraméterben a 2 hét CRS-t kovetden. Ugyanakkor a him nem stresszelt llatokban szignifikéns
kiilonbség volt kimutathat6: a CX3CR1 génkilitott egerek tobb 1d6t toltottek a vilagos térfélen,
mint WT tarsaik.

Az OFT tesztben szignifikdnsan alacsonyabb spontan lokomotoros aktivitast mutattak a him
allatok esetében a stresszelt, a ndstények esetében a nem stresszelt CX3CR1 génkiiitott

csoportok.

4.17. A CX3CRI1 antagonista AZD8797 kivédte a stressz okozta mechanikai, de nem
befolyasolta a hideg hiperalgéziat

A him egerekben vizsgalt, oldoszerrel kezelt allatok esetében a kronikus stressz hatdséara
jelentds csokkenés volt megfigyelhetd a mechanonociceptiv kiiszobértékben a mésodik heti
mérés idejére, azonban ezt a csokkenést nem tapasztaltuk az CX3CR1-antagonista AZD8797
vegyliletet kapd csoport esetében. A CRS protokoll 4ltal kivaltott hideg hiperalgézia mértéke

azonban azonos volt mind az olddszerrel, mind az AZD8797-tel kezelt csoportokban.
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4.18. Az NRLP3 blokkolo MCC950 kivédte a stressz okozta mechanikai, de nem
befolyasolta a hideg hiperalgéziat

Oldoszerrel kezelt him allatokban a kronikus stressz hatisara jelentés csokkenés volt
megfigyelhetd a mechanonociceptiv kiiszobértékben a masodik heti mérés idejére, azonban ezt
a csokkenést nem tapasztaltuk az NRLP3 inflammaszoma antagonista MCC950 vegyiiletet
kapd csoport esetében. A CRS protokoll altal kivaltott hideg hiperalgézia mértéke azonban

azonos volt mind az oldoszerrel, mind az MCC950-¢l kezelt csoportokban.

4.19. HK-1 hianyaban nem alakult ki stressz-okozta mechanikai hiperalgézia

A kiindulasi mechanonociceptiv kiiszob értékek atlaga mind a WT, mind az Tac4 KO him
egerek esetében szignifikdnsan magasabb volt, mint az azonos genotipust ndstényeké. Sem a
him, sem a ndstény allatok esetében nem tapasztaltunk genotipus kiilonbséget a kiindulasi
értekek kozott. A CRS hatdsara szignifikans mértékben lecsdkkent a mechanonociceptiv kiiszob
a vad tipusu allatok esetében, azonban a HK-1 hidnyaban nem alakult ki ez a stressz altal

indukalt mechanikai hiperalgézia.

4.20. A HK-1 hianya nem befolyasolta a stressz-okozta hideg hiperalgézia kialakulasat

A jeges vizbdl valo kiindulasi 1abkirantas latencia értékek szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak a him WT, és az Tac4 KO allatok esetében is, mint az azonos genotipusu ndstény
allatoké. Sem a him, sem a ndstény allatok esetében nem tapasztaltunk genotipus kiilonbséget
a kiindulasi értékek kozott.

A CRS hatasara mind a him, mind a néstény egerekben 50—70%-os hideg tolerancia
csokkenést tapasztaltunk mar az elsd héttdl kezdédden, ami hasonld mértékii volt a vad és
Tac4 génkilitott egerek esetében. A nem stresszelt csoportokban is jelentés mértékii hideg
tolerancia csokkenés volt mérhetd, azonban ez a csokkenés a kisérlet elso két hetében

szignifikansan kisebb mértékili volt a him allatokban HK-1 hidnyéban.

5. MEGBESZELES

Vizsgalataink els6ként szolgéltatnak adatokat arra, hogy a mikroglia CX3CRI1, valamint az
NRLP3 inflammaszéma és az altala termelt IL-1 valamint a HK-1 fontos szerepet jatszik a
kronikus stressz okozta fijdalom kialakulasaban feltehetéen a glia-neuron kapcsolatok
befolyésolasan keresztiil a fajdalomfeldolgozéasban kulcsszerepet jatszé agyteriileteken, mint a
PAG ¢s az SIHL. Az észlelt mikroglia ¢€s asztrocita morfologiai valtozasok a
neuroinflammacids folyamatok jelenlétére utalnak, mind him, mind néstény egerekben. Ezen
tulmenden a CX3CRI1-NRLP3-IL-1 tengely farmakologiai gatlasa uj terdpias lehetdséget

nyujthat a stressz-okozta fajdalombetegségek kezelésében.
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A CRS modellben jol definialhatéo fajdalomparaméterek, agyi neuroinflammacios

valtozasok, nemi Kiilonbségek fisyelhetok meg

Az alapkiiszob mérések esetén a ndstény egerek alacsonyabb hideg-érzékenységet €s magasabb
mechanikai érzékenységet mutattak, mint a himek genotipustol fiiggetleniil, mely jelenséget

mar leirtak az irodalomban (53-55).

A CRS modell hatdsara mind him, mind ndstény vad tipusu egerekben szignifikans mechanikai
¢s hideg hiperalgézia alakult ki. A mechanikai fajdalomkiiszob szignifikdns mértéki
csOkkenése lassabb iitemben jelent meg (a 2. héttél), mig a hideg ingerre adott fokozott
fajdalomvalasz mar az elsd hét soran kialakult. Mig a hidegtlirés esetében nem, a mechanikai
szenzitiz4cid esetében tapasztaltunk habitudciot, tovabba a viselkedés vizsgalatok eredményei
- melyekben nem volt kiilonbséget a stressznek kitett és nem kitett csoportok kozott - is arra
utalnak, hogy a fajdalom és a viselkedés paraméterei kiilonbséget mutatnak a hozzaszokas

kialakulasi idejében és mértékében, melyet irodalmi adatok is megerdsitenek (56—58).

A sejt-szam, -aktivacid és az objektiv mérésre alkalmas integral denzitds mérés (59,60)
segitségével bizonyitottuk, hogy a CRS modell hatdsdra mind a him, mind a ndstény allatok
esetén szignifikdns mértékli mikrogliozis és asztrogilozis jon létre tobb fajdalom- és stressz
szabalyozasban résztvevd agyteriileten. Ezen eredményinket aldtdmasztjak, hogy tobb
stresszhatason alapul6 FM modellben kimutattdk a neuroinflammadciot, mikroglia sejt
morfologiai eltérések kialakuldsat, vagy a neuroinflammacié jelatviteli folyamataiban
résztvevd molekulak novekedését kiilonbozo agyteriileteken, melyet a kutatd csoportunk altal
publikalt friss review is taglal (61). Klinikai vizsgélatok bizonyitottdk, hogy FM paciensek
fajdalomfeldolgozasban szerepet jatszo agyi régidiban fokozott gliasejt aktivacid tapasztalhato,
ami jol korrelal a szubjektiv fajdalomszintiikkel (17). Vizsgélatainkban a mikroglia sejtekkel
egyiitt fokozott asztrocita sejt aktivaciot is tapasztaltunk a stressz hatisara. Természetes
koriilmények kozott az asztrocitdk védd, tdmogatd szerepet toltenek be, és részt vesznek a
neuronok kozti kommunikacidban (62). Patologias allapotokban azonban reaktivva valhatnak,
amely tobb neurologiai betegséghez kothetd. Az aktivalt mikroglia sejtek proinflammatorikus
citokineket, példaul TNF-a-t és IL-1-et szabaditanak fel, melyek toxikus, reaktiv asztrocita
allapotot valthatnak ki (63). Irodalmi adatok és sajat eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy
a stressz mellett fokozott mikroglia-aktivacio tovabb stimulalja az asztrocitdkat vad tipusu
allatokban (62). Ezt a jovoben asztrocita-mikroglia kettds festéssel tervezziik vizsgélni a

tovabbiakban.
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A HK-1 nélkiilozhetetlen a stressz-okozta fajdalom Kialakulasaban

A HK-1 széles korben expresszalodo gyulladasmoduldtor, amely immun- és hamsejtekben
termelddik, és szerepet jatszik 1€guti, bor- és bélgyulladasban is (64—66). A Tac4 gén altal kodolt
peptid a periférias szovetek mellett a kozponti idegrendszerben is stabil eloszlast mutat (37).
Kisérleteinkben a stressz-okozta mechanikai hiperalgézia HK-1 hianyaban elmaradt, mig a
hideg hiperalgézia valtozatlan maradt, ami arra utal, hogy a HK-1 féként centralis
mechanizmusokon keresztiil jarul hozza a fajdalom szenzitizaciohoz. Allatmodellekben a HK-
1 fokozta a fajdalomreakcidt, amit részben neuron-glia interakcidk €s neurotranszmitter
rendszerek befolyasolasa magyardzhat (67). Mikroglia-gatlas csokkentette a HK-1 szintet és a
neuropatids fajdalmat, mig anti-HK-1 antitestek hatékonyan mérsékelték a diabéteszes
fajdalmat (68). Klinikai mintdkban a HK-1 expresszi6 korreldlt a lumbagos derékfajas
sulyossagaval, és fibromyalgidban is magasabb szintet mutattak ki (69)(70). Ezek alapjan a HK-

1 kdzponti szerepet jatszik a fajdalom kialakulasaban, és potencialis terapias célpont lehet.

A CX3CRI1-IL-1 kaszkad donto szerepet jatszik fajdalomérzékelésben

A CX3CR1 KO néstény egerek kiindulasi mechanikai fajdalomkiiszobe alacsonyabb volt, mint
a vad tipustaké, noha korabbi adatok szerint ez a génkiiités nem valtoztatja meg az
alapfajdalom-kiiszobot (71,72). A receptor a kozponti idegrendszerben féként mikroglia
sejteken, a periférian viszont tobb immunsejten is megtalalhat6. Preklinikai modellekben a
CX3CRI1 kiesése megsziintette a mechanikai és héérzékenységet neuropatia egérmodelljében
(73), mig FKN beadasa fokozta a fajdalmat (26); FKN-ellenes antitestek pedig mérsékelték a
traumas mono-neuropatias fajdalmat patkanyokban (74). FM-ben szenvedd betegek gerincveldi
folyadékaban emelkedett FKN-szintet irtak le (27). Vizsgalatainkban a CX3CR1 KO egerekben
nem alakult ki stressz-indukalta mechanikai hiperalgézia, egyik nemben sem. Emellett a hideg
tulérzékenység is csokkent a KO allatokban, kiillondsen ndstényekben, amit g gén hidnydban a
periférias folyamatok modosuldsa vagy az immunsejtek és szenzoros neuronok kozotti

kolcsonhatasok zavara magyardzhat.

Vizsgalatainkban a ndstény IL-1 KO egerek kiinduldsi mechanikai kiiszbe magasabb volt,
mint a WT allatoké, amit irodalmi adatok is alatamasztanak (75-78). Az IL-1 hidnya
ndstényekben meggatolta a stressz-okozta mechanikai hiperalgézia kialakulasat. Az IL-1p3
kozvetleniil is aktivalhatja a nociceptiv C-rostokat, valamint fokozza az érzékenyité mediatorok
szintézisét (79). Receptora elsésorban kapszaicin-érzékeny neuronokon taldlhaté meg, és

aktivacioja tobb intracellularis jelatviteli utat indit el (80-82).

17



A klinikai vizsgalatok is alatimasztjak az IL-1 szerepét a fajdalomban: magasabb IL-1 szinteket
mutattak ki kronikus fajdalomban és neuropatias betegekben (83). Noha a fibromyalgidban ez
nem egyértelmi, az IL-1 szignalizacid stressz-indukalta fajdalomban kiillondsen néstényekben
lehet meghatdroz6. Ezzel szemben him allatokban az IL-1 gén hidnya kis mértékben

befolyésolta a CRS-okozta fajdalom kialakulasat.

A stressz okozta hideg-hiperalgézia tekintetében nem talaltunk nemi kiilonbséget: az IL-1
génkilités sem him, sem ndstény allatokban nem befolyasolta a stressz altal kivaltott hidegtlirés
csOkkenést. Ez arra utal, hogy az IL-1 foként a centralis szenzitizacio (84) révén befolyésolja a
mechanikai fajdalmat, mig a periférias eredetii hideg érzékenység (85) kevésbé fligg ettdl a

mediatortol.

Osszességében eredményeink alapjan az IL-1 és a CX3CR1 is fontos szerepet jatszik a stressz
okozta centralis fajdalomérzékenység kialakulasaban, mig a hideg tulérzékenység hatterében a
CX3CRI igen, de az IL-1 nem tlinik meghatarozonak. A n6éi dominanci4ju kronikus fajdalom-
szindromak kutatdsdban ezek a molekuldk igéretes célpontok lehetnek a nemi kiilonbségek jobb

megértéséhez.

A CX3CRI1-IL-1 utvonal szerepet jatszik a hangulat szabalvozasaban

CX3CR1 KO allatokban az allatok tobb i1dot toltottek a vilagos térben az LDB mérés alatt,
kevesebbet mozogtak az OFT-ben, ¢€s ellenallébbnak bizonyultak a stressz hatasaval szemben
a szorongas- és depresszio-szerll viselkedésvizsgalatokban. Korabbi adatok is megerdsitették,
hogy a CX3CR1 hidnya fokozza a stressz-tlirést és mérsékli a depresszid-szeri viselkedést
(86,87). Kisérleteinkben az IL-1 KO egerek mozgékonyabbak voltak az FST-ben és tobb 1d6t
toltottek a vilagos térfélben. Neuropatids modellben az IL-1 génkiiitése a fajdalom- és
depresszio-szerli tlineteket is enyhitette egerekben (88). Klinikai vizsgalatok alapjan
depresszios betegek periférids vérében magasabb IL-1 szintet mértek, ami alatdmasztja a

gyulladasos citokinek szerepét a pszichiatriai tiinetekben (89,90).

A CX3CRI1-IL-1 szignalizacio Kkozponti szerepet jatszik a CRS altal Kkivaltott

neuroinflammacios folyamatban

A mikroglia—neuron kommunikacioban kulcsszerepet t6lt be a CX3CR1 receptor és az IL-1
citokin, amelyek a neuroinflammacid és a homeosztatikus valaszreakciok szabalyozasaban is
jelentdsek. Bar a stressz altal kivaltott mikroglia-aktivacid mechanizmusa nem teljesen ismert,

a FKN-CX3CRI1 utvonal igéretes célpont lehet (91).

18



Egérmodellekben a CX3CR1 hianya meggatolja a kronikus stressz altal kivaltott mikroglia és
neurondlis valtozasokat, példaul a CAl régidban megfigyelt arborizacio és plaszticitas
csokkenését (92). A kérgi teriileteken ¢€s a stridtumban a CX3CR1 KO egerek mikroglia sejtjei
csokkent arborizacioét mutattak, ami alacsonyabb gyulladasos génexpresszioval jart egyiitt (93).
A hippokampuszban azonban rovidebb mikroglia nyulvanyokat és aberrans aktivaciot figyeltek
meg CX3CR1 KO egerekben (94), ami 6sszhangban van a sajat méréseinkkel: nem stresszelt

KO éllatokban magasabb IBA1 integralt denzitast talaltunk, az STHL és PAG régiokban.

Vizsgalatainkban a CX3CR1, illetve IL-1 hianya megakadéalyozta a CRS altal kivaltott IBA1+
mikroglia és GFAP+ asztrocita aktivaciot, valamint az integralt denzitas emelkedését. Az Mivel
a PAG régi6 kozponti szerepet tolt be a fajdalomszabalyozéasban, az itt megfigyelt CRS-okozta
sejtaktivacio hianya a KO allatokban a CX3CR1 és IL-1 gén szerepének fontossagat timasztja

ala a stressz-indukalta fajdalom, tovabb4a a neuroinflammaécio kialakitasdban.

A neuroinflammacios kaszkad farmakologiai gatlasa hatékonyan csokkenti a fajdalmat

A génkiiitéses modellek megerdsitéseként farmakologiai gatloszerekkel (AZD8797 — CX3CR1
antagonista, MCC950 — NLRP3 gatlo, anakinra — IL-1R antagonista) is vizsgaltuk ezen
struktardk stressz indukalta szenzitizacioban betoltott lehetséges fajdalomcesillapitd szerepét.
Ezekkel a szerekkel elkeriilhetok a génhidnyos modellek kompenzacios torzitasai, igy jobban

modellezhet6 a klinikai alkalmazas lehetdsége.

A fejlesztés alatt allo (95) CX3CR1-antagonista AZD8797 szintén csdkkentette a mechanikai
fajdalomkiiszob csokkenését, de a hideg hiperalgéziara nem hatott, ami a kdzponti

neuroinflammaci6 gatlasara, de nem a periférias szenzitizacié mérseklésére utal.

Az NLRP3 inflammaszéma gatlo MCC950 megeldzte a stressz okozta mechanikai hiperalgézia
kialakuldsat, de a hideg érzékenységet nem befolydsolta. Ez is megerdsiti, hogy az NLRP3

szerepet jatszik a centrélis fajjdalommechanizmusokban (84).

Az anakinra, egy mar engedélyezett IL-1R blokkold, jelentdsen csokkentette a kronikus stressz
okozta mechanikai €s hideg hiperalgéziat, ami az IL-1 jelatvitel kozponti és periférids szerepére

utal (96).

Osszefoglalva: mindhdrom gatloszer — a CX3CR1 és NLRP3, IL-1R utvonalakat célozva —
hatékonyan csokkentette a kronikus stressz indukalta fajdalmat. Eredményeink alapjan ezek a
molekuldk igéretes célpontok lehetnek a fibromyalgidhoz hasonldé kronikus fajdalom

szindromak kezelésében.
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6. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK

1. Vizsgalatainkkal jellemeztiik a kronikus immobilizacids stressz modellt, a hatasara kialakulo
fajdalomparamétereket, €¢s neuroinflammacios valtozasokat.

2. Kisérleteinkkel KO allatok segitségével alatamasztottuk, hogy a mikroglia CX3CR1
receptora nélkiilozhetetlen a CRS-indukélta mechanikai és hideg hiperalgézia kialakulasahoz
mindkét nemben.

3. Vizsgalataink ramutattak, hogy az IL-1 fontos szerepet jatszik a kronikus stressz-okozta
mechanikai fajdalom kialakulasaban, foként néstény allatok esetében.

4. A HK-1 fontos szerepet tolt be a stressz-okozta mechanikai hiperalgézia kialakulasaban

5. Vizsgélatainkban a CX3CRI-NRLP3-IL-1 jelatviteli utvonal farmakoldgiai gatlasa

megakaddlyozta a stressz-okozta fajdalom kialakulasat.
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